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論 文 内 容 要 旨
序論
酵母 や糸状 菌をは じめ とする真菌類の細胞壁は主 として多糖よ り構成 されてお り、glucan、chitin、
およびmannoseを主構成糖 とするheteroglycanが細胞の剛性や弾性 、形態 を決定 している。なかでも
真菌 の細胞壁 の成分の約60%を占める 不溶性 の β一glucanとchitinは細胞壁 の骨格を形成する非常に
重要な構 造体 である。 これまでに真菌類の β一1,3-glucanに関 しては、化学構造 に関する研究、生合成、
代謝に関する研究が古 くから数多 く行われてきた。
とりわけ、加水分解酵素β1,3-glucanaseは真菌、細菌、高等植物、藻類 などに普遍的に存在する事
が知 られ、多 くの研 究者 によ り広範囲にわた り調べ られている。高等植物では、カビの侵食に対する
防御 機 構 と して抗 真 菌作 用 を示す ため に、exo一β一1,3-glucanaseが感 染 と共 に急速 に誘導発 現 され る。
真菌 で は、 β一1,3-glucansynthaseとβ一1,3-glucanaseが、 その協 同作 用 す る こ とで細胞壁 の伸張 、胞 子
の形 成 に 関与 し、 また一 方 、細 菌の 各1,3-glucanaseは、菌体外 に存 在 す るβ・gluαmの資化 に関与 す る
こ とが 分 か って!、る。真 菌 の 体1,3-glucanaseの研 究 は細胞 壁 の形 態形 成 時 にお けるグル カ ン鎖 の修飾
と組換えの機構、また自己消化の機構を明らかにするために重要である。
真 菌 類 の 体1,3-glucanaseで、遺 伝子 が単 離 され た数少 ない例 と して、ex(ン各1,3-glucanase(Exg)があ
り、本酵素のホモログが、 これ までに細菌、酵母、植物など多 くの存在 し、酵母において、その性質
が詳 し く調 べ られて い る。 一方、 糸状 菌 で は、ReeseとMandelらに よ り、網 羅 的 に舟 泌型 のβ一1,3-
glucaEaseが調 べ られ、140に及 ぶ真 菌 の うち96%が そ の培養液 中 に β・1,3-glucanaseを分泌 する とい う
報告がな されている。
本研 究室ではト 笠原 らによ り、麹菌AΨθ7g∫Z伽5伽∫のex(トβ一1,3-glucanaseが単離されその性 質が
萌 らか にされた。本酵素 は、酵母由来のExgとはβ1③glucanに対 する作用様式が異な り、exo型の分
解様 式 を示すのにもかかわ らず伊1,←結合の分岐をも飛び越 して作用するとい う極めて特異な性質 を
示 した(Fig.1)。このことか ら、糸状菌の分泌型Exgには特有の作用機作 が存在 し、その構造が独特の
ものであ ることが推定されるにも関わ らず、糸状菌型のExgの活性 中心に関する研究は行なわれてい
ない。
そこで本研究では、従来研究されている酵母型Exgとは作用様式の異なる黒麹菌A5ρθrg〃岬5磁o∫
の・xσβ一・β翌ucan、、eの遺伝子(exgS)を単離 し、酵母型酵素の遺伝≠ と比較 してその違いを明らかに
し、 さ らに麹菌のExgが一般的に同様な遺伝子構造 をもつものか類縁糸状菌である助ρεrg'〃翼∫07y即ε
よ りEST(expressedsequencetag)情報を利用 して ε猪5の ホモログ αgOを単離 した。さらに、糸状菌
の分泌型Bxgの機能 を探 る一助 としてマイクロァ レイを利用 した遺伝子の発現解析 を行ない、本酵
素が固体培養特異的に発現 していることを示 した。一方、本酵素 のユ ニークな作用様式を明 らかにす
るため の基礎的知見を得 るために、部位特異的変異の導入 によ りア ミノ酸の置換 を行い、活性 に関与
するア ミノ酸残基の探索 を行 った。
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第1章A5ρ θr8∫〃麗∬ 傭o∫か らのExgS遺伝 子@85)の ク ロー ニ ン'グ及 び発
現
本酵素の全遺伝子を取得 する目的で、まずPCR法によるExgの遺伝子断片の取得 について検討
した。笠原によ り報告 された本ExgのN末端アミノ酸配列、およびLys-cペプチダーゼ消化 によ り得
られたペプチ ドのアミノ酸配列(Fig.2)の情報を元にオ リゴヌク レオチ ドを合成 し(Fig.4)、各 々をセ
ンスプライマー、及びアンチセンスプライマーとして細ρθ78∫1Z娚∫α∫∫oεATCC14332株のゲ ノムDNAに
対 してP(皿を行った。その結果、1本の特異的なバ ン ド(329bp)の増幅(Fig.3)が確認され、シー クエン
スを決定 した(Fig.4)。その配列には、プライマーを設計 した配列 と同 じ配列が含まれてお り、正 しい .
増幅が行われていることを示 していた。
このPCRフラグメントをプ ロー ブとしてA5傭o'のゲノムDNAを各種制限酵素で切断 した断片 に対
してサザンハイブ リダイゼー ションを行い、ExgSはシングルコピー の遺伝子であることを明 らかに
した。全長 を含む と仮定され た、ゆ π∫で切断 したもの4.5kbpについてサ ブゲ ノミヅクライブラ リー
を構 築 し、 コロニーハイブリダイゼーシ ョンによ りクローンを選抜 した。 シー クエ ンスの結果、5㌧
のnoncoding領域を含む、N末 側4.5kbpであることが判明 した。全 長を含む遺伝子を得 るために、さ 層
らに329bpの配列部分でプライマーを設計 し合成 し、EcoR∫の6.9bpの断片 を切 り出 し、セルフライゲー
ションを行い、テンプレー トとしてinversePCRを行 った。数種の断 片が得 られたが、 目的 とする断
片の大 きさに相当するものを回収 し、サブクロー ン化 したのち各種制限酵素で切断 しその シークエ ン
スを決定 した(Fig.5)。また、48時間の固相培養におけるmRNAを抽 出 し、RT-PCRによ り、cDNAの配
列の決定 を行ない、全長の遺伝子 のクローニングを行なった(Fig.6)。決定 した配列の推定 ア ミノ酸配
列には、40kDaおよび55kDaのN末端配列 に相当する配列お よび内部ア ミノ酸配列 に相 当するア ミノ
酸配列が含 まれていた。本酵素遺伝子侮gS)は、2823bpからな り45bpのイ ン トロンを含み945アミノ
酸をエ ンコー ドしていた。イ ン トロンは一カ所であ り、 アミノ酸配列 の読み枠 のシフ ト及び、ス プラ
イシ ングを受ける部位 は、糸状菌で保存 されている停で始ま りagで終わ る配列お よびラ リア ヅ ト構造
を構成 するgctgacの配列が存在 していた。
最:初の翻訳開始コ ドンは、一24位～一21位に存在 していた。レか し、実際の翻訳開始コ ドンは2番 目
のATG1位 ～3位 と推定 された。このシークエンスは、糸状菌で保存 されている翻訳開始共通配列
の周 囲の配列と一致 していた。また、他の菌株でのN末 端上流域 のア ミノ酸配列のアライメン トか ら
も、 この位置であること推定 された。ネ ットワーク上の解析 からTATAボヅクスの存在、お よび転写
開始部位 を推定 した。5土流域 には、典型的なTATAbox(TATAAA)は存在 していなか ったが、
TATATrAが存在 していた。5穿一上流域のプロモーター領域には、CreA結合配列 に相 当す る配列、っ
ま り、C血beroとScazzocchioらによ り決定された5'一SYqGRGが4カ所存在 してお り、強力なカタボラ
イ ト抑制 を受けることが考え られた。グルコースを含む培地 にお いて培養 した!1.3罐o'cDNAライブ
ラ リー からはクローニングを行 えなかった事実 もこのことを示唆 して いる。 また、付近 には、エンハ
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ンサーであるCCAATの配列が3カ 所存在 していた。
推定ア ミノ酸配列 内に存在 する、Asn-X-Thr(Ser)則によるN一 グ リコシ ド結合型糖鎖付加部位は11カ
所で、SDS-PAGEの結果 と一致 して、非常 に糖鎖付加の多い酵.素であると考え られた。
開始メチオニ ンか ら36残基の疎水性 ア ミノ酸残基 のクラスター とそれに続 くArgが存在 し、この部
位が精製タ ンパ ク質でのN末 と一致 した。τr∫c加4εr7加属ではKRを認識 して、KEX2様プロテアーゼ
にによ りプロセ ヅシ ングを受けるとされている。 しか しなが ら、ExgSは、KEX2様シグナルペプチダー
ザではな く、一塩基 ア ミノ酸 を認識する、例 えば酵母で言 うYaps三nなどのペ プチダーゼにより切断を
受けて、成熟体 となると考え られる。
NCBIBIastdatabase検索 によ り5種類のexo一β一1,3-glucanseが検索 され、それ らは乃εc加4ε7㎜
碑ov直漉(GLUC78),五〃4πεro初ッcθ5g躍∫5gμ41ご∫(ExgA),Co泥勧yr加那 海 π'伽5(CMG1),野∫c加4θz加α
加 罵 ぬη躍〃2(LAM1),Coc配励oZ粥c〃bo襯 〃2(Exg1)のexo一β 1,3-glucanseです べ てexo型 の も の で あ り、 そ
れぞれ、46.3、.41.6、44.7、31.8、27.7%の相同性であ った(Fig,7)6さらに、Nicolskayaらによって報
告されている多糖 との結合 モチーフとしての高い保存領域(繰 り返 しモチー フ)
[GAKGDGSTDDTAI】が2カ所存在 して いた。 また、ExgSには、他の真菌のex(トβ一1,3-glucanseと
全 く相 同性の無い180アミノ酸からなる リンカー領域が存在 してお り、 この配刻 によ り二つの ドメイ
ンに分 かれ各々の部 分に多糖 との推定結合モチー フが存在 している。この配列部分のみを検索 して も
NCBIdatabase上には相同性 のあるタ ンパ ク質は全 く存在 しなかった。A.5傭o'でのこの領域は、
Ser、Thr残基が異常 に多 く集中 してお り、ハイ ドロパシー プロ ヅト(Fig.20)から考慮 して非常に親水
性 に富み、 また55kDaのサブユニ ヅ トお いて切断を受けている部位であることか らもタンパク質の外
表面上に存在 していることが推定され た。
クローニ ングされ た1螂 がExgをコー ドしてい るか確認するために、翫85遺伝子を硝酸還元酵素
π岨)をマーカー とした麹菌GlaA改良型 プロモー ターの制御下 にある高発現 ベクターpNGA142に挿
入 し(Fig.8)、AΨθアgε〃囎oワz4εの形質転換 を行なった。得 られた形質転換株 を培養上清 中の β・1,3-
gluc㎝aseを測定 し、誘導条件下で有意に活性 が上昇 していることが確認 され、ExgSは、 β・1,3-
glucanaseをコー ドしていることが示された(TableI)。同時にExgSのC末端側 にHistagを付加 した
ExgS-CHを発現 させたが、活性は確認 され るものの抗His抗体で検 出されないことか ら、C末 端側で
切断を受 けているこ とが推定された(Fig.10)。構築 した大量発現系よ り酵素 の精製を行ない、N末端ア
ミノ酸 シークエ ンスを決定 したところ、モル シンよ り精製 した酵素 と配列が一致 し、五.oり磁θにお
いて も正 しくシグナル配列の切断が起 きていることが確認された(Fig.9)。また、精製酵素の比活性、
至適pH、至適温 度な どの性質 を検討を行ない、na廿veのもの とほぼ一致 して いることが確認 された。
このことか ら、、趣ρε7g∫〃認oryz8θを宿主 と したExgSの大量発現系の構築 を確 認 した。
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第2章Alpθrg∫11粥07γzαθか らのExgO遺伝 子(εκ80)のク ロー ニ ング、 発
現 お よびAΨεrg∫1伽属 のExgの性質 につ いて
前章において、α85の構造で明らかにされたSer及び伽 に富む リンカー領域の分子内部 の存在は、
細 ρer8ε〃謀∫属 の β一1,3-glucanaseにお い て 特 有 な構 造 な のか 否か を確 認 す るた め に、AΨ θrgf1Z〃∬ 碗o∫の
近縁種であ り、糸状菌のモデル株 とな っているAΨθrg'〃μ3αγZαεのExg遺伝子のクローニ ングを行い、
その構造 を明 らか に した。クローニングに際 して、東北大学 をは じめ とす る産官学協同で行 われた
Alp8rg∫伽50ワz4θESTプロジェク トよ り、EST情報 を入手 し、Exgに相 同性 のある配列 をもつESTを
検索 した結果、固相培養条件における培養でのみ発現 が確認され2ク ロー ンが検索された(Fig,11)。
そのクローンを酒類総合研究所 より供与 頂 き、新たにシークエンスを行い、3'側polyA配列 よ り上流
1500bpの配列 を明 らかにした。このESTクローンで得 られた情報を元にプライマーを設計 し、hlverse
PCRによ り全 長遺伝子の取得 し、シー クエ ンスを決定 し、{駕80と名付けた(Fig.12)。砿80は、
2888bpからな り48bpのイン トロンを含 み946アミノ酸をエ ンコー ドしてい走。AαyzβεのExgOにも、
内部に180アミノ酸 か らなる リンカー領域 が存在 し、そのアミノ酸の構成 は、ExgSとは異な りSerお
よびProに富んでいた(Fig.15)。
本遺伝子産物の発現が固相培養条件 にお いて特異的であ ることを確認 するために、液体培 養および
小麦ふすまでの経 時的な固体培養を行 なったゑΨθrgご〃鰐07yzαRIB40よりmRNAの抽出を行 ない、マ
イ クロア レイ による発現解析を行なった ところ、固相培養27時間において シグナルが検:出され、液体
培養 においてはシグナルは存在 しなかった(Fig.14)。また、」翫85のクローニ ングをする際 に、液体培
養中のcDNAライブラ リーにおいてはExgSが存在 していなかったことか らも、Exg遺伝 子は固体培養
に特異的な発現を示す遺伝子であるこ とが示唆された。
実際 にク ロー ニ ング を行な ったE囎0遺 伝 子産物 がexo一各1,3-glucanaseであ る こ とを確 認 す るため 、
Exgsと同様 に発現ベクター(Fig.15)を構 築 し、麹菌の形質転換を行なった。得 られた形質転換体の培
養上清 中のExg活性 を測定 したところ、誘導条件下で有意に活性の上昇が確認 された(rable.2)。この
こ とよ り、 ク ロー ニ ングを行 な ったα80遺 伝 子 は、 β一1,3-glucanaseをコー ドして い る こ と を確 認 し
た。
現在 までにクローニングが既に終了 し、NCBIdatabase中に存在 している糸状菌のendoおよびexo型
のβ1,3-glucanase、お よびA.πf伽Zαη∫の 全 ゲ ノム配 列 を決定 して い るCereon社の非 公 開 のdatabase
よ りexgS遺伝子に相 当する部分配列を見 出し、その配列 と共 にEエ85およびEκgOについて系統樹の作
製 を行 なった ところ、細ρθ瘤 〃粥 属のExgは内部に リンカー領域を保持 してい ることか ら一つのグルー
プを形成 していることが明 らかとな った(Fig.17)。つま り、 この リンカー領域 がAlρεr8ε〃認 属 に特有
なものであることが示唆 され、何らかの機能を有 していることが推察 され た。
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第3章 内部非保存配列(STrichregion)および酵 素の構造解析
第2章 にお いて、STdchregionが恥ρθrgご〃薦属 に特異的なものであることが示され、本酵素 は非常
にユニークな構造を していることが確認された。このSTrichτegionの切 断性 を検討 し、酵素の成熟
化 についての解析を行なった。取得されたア ミノ酸配列情報 より、2次 構造予測及びハイ ドロパ シー
プロヅ ト(Fig.20)の解析 を行ない、Ser及び猛 に富む リンカー領域は、酵素分子の表面領域に存在 し
てい ると考 え られ、 プロテアーゼに曝 されやすい環境 となっていることが確認され た。既 に、55kDa
のサ ブユ ニ ッ トのN末配列は、STrichregion内に存在 していることが第1章 にて明 らか にされている。
そこでさ らに2カ 所 目での切断がこのSTrichregionで起こ り、STdchregionは完全 に切除され、最
終産物 として他の種のExgと構造上は一致 した形で菌体外に存在 しているものと予想 された。
ExgSは、精製終了産物 において、NativePAGEでは一つのバ ン ド、SDS-PAGEを行 うと40、55
kDaの二 つのバ ン ドを示 した(FIg.2)b変性 させた酵素 をendoglycosidaseHによ りAsn結合型糖鎖 の脱
糖鎖処理 を行い、SDS-PAGEにて分析 した結果、40kDaのサブユニッ トは、約38kDaにバ ン ドがシフ
トし、55kDaのサブユニ ットの分子量に変化はほ とん ど生 じていなか った(Fig.17)。分子量 か ら判断
して、40kDaのサ ブユ ニヅトはFig.19に示 した領:域で切断を受けている と考 え られた。 この切 断を受
けると推定 される部位は、プロテアーゼ分解のシグナル となる領域を探索 するPEST解析 での推定切
断領域 と良 く一致 していた。また、推定切断領域の近傍 には共にTVTKXR配列が保存 されてお り、
何 らかの機能を有する配列であることが推定された。さらに、両サブユ ニ ッ トをSDS-PAGEにて分
離 し、我々が開発 したlhgeldeglycosyla面n.法によ り糖鎖除去 を行 なった後、MAIJ)1-TOFMSを用い
たPe凶demass∬ngerp血ting解析によ り、 それぞれのサブユニッ トを構成 するペ プチ ドの存在を確認
した(Fig.19)。しか しなが ら、 リンカー領域 を構成するペプチ ドの質量 を示す ピー クが検 出されなかっ
たこ とよ り、 リンカー領域が予め切断されていることが示唆された。また、両サブユニ ッ トの結合に
ついて着 目 した ところ、ExgSの推定ア ミノ酸配列中には、15個の システイン残基が存在 しジスル フィ
ド結合 にて二つのサ ブユニ ヅトが結合 していることが予想 された。 しか しなが ら、非還元条件下にお
いてSDS-PAGEに供 して も、二つのサブユニ ヅトが確認されることから、両者の結合はシステ ィンを
介 したジスルフ ィ ド結合によるものではないことが推定された(Fig.18)。また、55kDaのバ ン ドの移動
度 の変化か ら、55kDaのサブユニッ トには少なくも1カ 所のシステインを介 したジスルフィ ド結合が
存在す ることを示 した。さらに、DTr処理 を行なったExgSには、活性 が確認 で きない ことから、そ
のジスル フィ ド結合が酵素の構造を保つ上で活性に必須であることが推定 された(Table.3)。
以上の結果 よ り、ExgSは、ER内 にてタ ンパ ク質のフォ」ルデ ィングが完成 し、 ゴル ジ体 にて糖鎖
の修飾 を受けた後、分泌過程での分泌穎粒 内あるいは、菌体表面に存在するKex様プロテアーゼをは
じめ とす るプ ロテ アーゼによって内部のSer及びThrに富む リンカー領域の切除 を受 け、その結果、
他の種 のExgと構造上は一致 した形で菌体外に存在 しているもの と推定 された。
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第4章Exgの 活性に関与するアミノ酸残基の検索
本酵素のユニークな作用様式 の解 明の基礎的知見 を得 るために、部位特異的変異の導入によ りア ミ
ノ酸の置換 を行い、活性 に関与 す るア ミノ酸残基 の探索 を行 った。活性 中心に関与する残基の探索を
行な うに際 して、酵母3αcc加ro〃びcε5cθ7θv醜α でのExgSの発現系の構 築を行ない、活性を確認 した。
宿主 自体にも各1,3-glucanaseが存在 しているが、誘導条件 において宿主 由来のExg活性は検 出されな
かった(rable.4)。この ことよ り、部位特異的変異を導入 したmutantの評価系の構築が行なえた。
糖質分解酵素の活性中心に関与 するア ミノ酸残基は、一般的に活性 カルボキシル基を持 つア ミノ酸
と言われ、アスパラギン酸、 グル タ ミン酸が候補 とされる。exoおよびendo型の活性 に関与するア ミ
ノ酸残基は本質的に同 じである と考 え られ ることか ら、 これまで に遺伝子情報が明 らかとなっている
糸 状菌 のexoおよびendo準の β一1,3-glucanaseのア ライ メ ン トを行 な い 、 両者 お よびexo型のみ で保 存
されているアスパラギン酸、 グル タ ミン酸の選 出を行なった(Fig.24)。また、活性 に関与するア ミノ
酸残基は、立体構造的には α一hehxやβ一sheetなどの2次 元的な構造 中ではな く、ループあるいは立体
構造の端 に位 置 していることが多 いと予測されることから、2次 構造 予測およびHydoropathyduster
analysis(Fig.25)を行ない候補 と したア ミノ酸の立体位置 を確認 し、26アミノ酸を候補 とし部位特異的
変異によるア ミノ酸置換のターゲ ッ トと した。Nikolskayaらによ り.推定 された糖質分解酵素 におい
て高度に保存 されている2つ のモチー フ内に存在するア ミノ酸(D75N、D7$N、D79N、D587N、
D591N、D592N)は、基質 との結合 に関与 していると考 え られ候補 と した。酵母や大麦のβ一1,3・
glucanaseとは、全体の配列 においてはExgSとの相同性は存在 しないが、局所的には活性 に関与す る
ア ミノ酸残基と報告されてい る領域 【KWGEWP】においてホモロジーが高 く、 このア ミノ酸残基
(E623Q)が糸状菌においても同様 の役割 を担 っているこ とが推定され候補 とした。
候補 としたアミノ酸の部位をアスパラギ ン酸はアスパラギン、 グル タ ミン酸はグルタミンに置換 し、
シークエンスを確認後、酵母発現ベクターpYESに変異遺伝子 を挿入 し、酵母 の形質転換 を行なった。
誘導条件下で48時間培養 した後の形質転換体 の培養上清を粗酵素 と して、濃縮、部分精製 を行 なった
後、活性 を測定 した(Fig.26)。その結果、酵母において報告されていた活性求核残基(E623Q)では、逆
に比活性 の上昇が確認 され、活性 に関与 していないことが示唆され た。 このことから、糸状菌 におい
ては異なった部位 に求核残基が存在 している事が示唆 された。また、高度に保存された繰 り返 しモチー
フ内に存在するアスパラギン酸(D75N、D78N、D79N)の置換を行な った結果、D75N、D79Nにて有
意に活性 が減少 してお り、 この領 域が基 質の結合 あるいは、活性 中心 に関与 していることが示唆され
た。
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要 約
本研究では、糸状菌.侮ρθrg〃π5属の産生す るex(レβ一1,3-glucanaseを実験材料 として、遺伝子のクロー
ニ ング、発現解析 を行ない、以下の事柄 を明 らかに した。
・黒麹 菌A5ρθア8∫1Zμ∬ 読o∫よ りex(》β一1,3-glucanase遺伝 子(exgS)のク ロー ニ ン グを行 い、 そ の構造 を明
らか に した。
・A卿εアg∫∫伽50り～zαθお よび、 εαcc伽o〃2ッce5c8reレ'3如θを宿 主 と して 、ExgSの発現 系 の構 築 を行 な っ
た。
・類縁 の 糸状 菌趣 ρεrg〃認01yzα8のexo一β一1,3-glucanase遺伝 子 ク ロー ニ ン グを行 い全 塩基 配列 を決定
し、細pθアg∫〃薦属特有のタンパク質構造の存在を示 した。
・AΨ θr8∫〃麗 属 のexo一β一1,3-glucanase(Exg)は、 内 部 にSer,Thrある い はSer,Proに富 む 約180ア ミ ノ 酸
か ら成 るリンカー領域 をもってお り、 その領域は、分泌され る際 に切除 されている可能性を示 した。
・EST情報お よびマイクロアレイを用いた遺伝子の発現解析 によ り、細ρεr8〃醐属のExg遺伝子は固
相培養特異的に発現することを示 した。
・部位特異的ア ミノ酸の置換によ り活性 に関与するアミノ酸残基の探索を行ない、高度に保存された
領域内に存在 するAsp75、Asp79が基質 との結合 あるいは活性 に関与 することを示唆 した。
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Fig.14Expressionconditionanalysisof(3-1,3-glucanasegenebycDNAmicroarray.
mRNAwasextractedfromA.oryzaeculturedwithYPDligiudmediumfor22hrsandwithweatblanfor10,20,27hrs.
cDNAwasperparedwithSupersciptIIandlabeledwithCy3(solid)andCy5(liquid).Eachcompetitive
hybridizationwithequalamountsoflabeledcDNAwasperformedtwice.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
酵母や糸状菌 をは じめ とす る真菌類 の細胞壁は主 として多糖 よ り構 成 されてお り,な かで も真菌 の細
胞壁の成分 の約60%を占める不 溶性 の β一glucanとchitinは細胞壁の骨格 を形成する非常 に重要な構造
体であ る。 これまでに真菌類 の β一1,3-glucanに関 しては,化 学構造 に関する研究,生 合成,代 謝に関
す る研 究が古 くか ら数多 く行われて きた。 とりわけ,加 水分解酵素 β一1,3-glucallaseは真 菌,細 菌,
高等植物,藻 類 などに普遍的 に存在 する事が知 られ,多 くの研究者 によ り広範囲 にわた り調べ られてい
る。糸状菌の β一1,3-glucanaseに関 しては,笠 原 ・中島 らに よ り麹菌A$pe㎎`ZZμ8sα`'o`のexo一β一
1,3-glucanaseが単離 されその性質が明 らかに され た。本酵素 は,酵 母 由来のexo一β一1,3-glucanase
(Exg)とは β一1,3-giucanに対す る作用様式が異な、り,exo型の分解様式 を示すの にもかか わらず β一
1,6一結 合の分岐 を も飛 び越 して作用 する とい う極 めて特異 な性質 を示 した。 この ことか ら,糸 状菌 の
分泌 型Exgに は特有の作用機作 が存在 し,そ の構造が独特 の もので あることが推定 された。
候 補者 は上記の疑 問 を明 らか にす るため に,(1)・白麹 菌Aspθrg∫Z伽ssα`≠切 よ りexo一β一1,3-
glucanase遺伝子(磯g8)の クローニングを行い,そ の構造を明 らかに した。(2)exgSをASp砺g`∫Z伽8
0型2αeおよび,出 芽酵母8αccんαrαηッcesce君ω`sεα に組込 み,exgSの発現産物であ ることを確認 した。
(3)類縁の糸状菌ASρε㎎εZZ粥oη2αeのexo一β一1,3-glucanase遺伝子 クローニ ングを行 い全塩基配
列 を決定 し,A8p%g`ZZ粥属特有の遺伝子構i造が有 ることを示 した。(3).A8p%g`伽s属のexo一β一1,3-
glucanase(Exg)は,内部にSer,ThrあるいはSer,Proに富む約180アミノ酸か ら成 る リンカー領
域 をもってお り,そ の領域は,分 泌 される際 に切除 されてい る可能性 を示 した。(4)EST情報お よびマ
イクロア レイを用 いた遺伝子の発現解析 に よ り,Aspθ㎎・沼 認 属のExg遺伝子 は固相培養特異的 に発現
す る ことを示 した。(5)部位特異 的 ア ミノ酸 の置換 に よ り活性 に関与す るア ミノ酸残基 の探 索 を行 な
い,高 度 に保存 された領域内 に存在す るAsp72,Asp78,Asp79が基質 との結合あるい は活性 に関与す
るこ とを示 した。
以上の候補者の研究成果 は,糸 状菌のexo一β一i,3-glucanaseのクローニングと発現 に成功 した数少
ない例 として貴重 な もので,と くに,趣ρe㎎∫ZZ粥属の β一1,3-glucanaseの遺伝子構造 を明 らか に した
こと,ま た構造的普遍性 を証 明 した ことは,世 界で は じめての成果 とい えるもので,審 査 員一同,候 補
者 は博士(農 学)の 学位 を授与 されるに充分 の資格 を有す る と認定 した。
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